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   با بوسولفان تيماردنبال  هتاري اشكال آپوپتوتيك سلولهاي اسپرماتوژنيك بخمطالعه فراسا
  موش بالغ در

  

   Ph.D.(3(احمد علي قنبري ، 2).Ph.D (جعفر سليماني راد، 1).Ph.D(فهيمه محمد قاسمي 
  . ايران، رشت،يلاندرماني گـ  بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات ، دانشكده پزشكي، گروه علوم تشريحيـ1
  . ايران، تبريز،درماني تبريزـ  بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات ،ييمركز تحقيقات كاربردي داروآزمايشگاه ميكروسكوپ الكتروني،  ـ2

  .ايران، تبريز، درماني تبريزـ  بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات ،دانشكده پزشكي،  گروه علوم تشريحيـ3

  

  
  

  
هـاي   ژنز است و منجر به اوليگواسپرمي و يـا آزواسـپرمي بـراي مـدت                  درماني داراي اثرات سوء بر اسپرماتو      شيمي:  و هدف  هزمين

داروي ضـد   (بوسـولفان   تجـويز   دنبال   ههاي زاياي مردانه ب    در ارتباط با تغييرات فراساختاري سلول     كمي  مطالعات  . شود طولاني مي 
دنبـال   ههاي زاياي مـوش نـر ب ـ        تغييرات فراساختاري اشكال آپوپتوتيك سلول     بررسي ،حاضرهدف از مطالعه    .  وجود دارد  )سرطان
   .باشد مي با دوزهاي مختلف بوسولفان تيمار

 DMSO  كـه كنترلشامل يك گروه گروه  4حيوانات در . اي انجام گرفت  هفته8 موش نر بالغ 32مطالعه حاضر روي : روش بررسي
 بوسولفان به تك دوز و.  دريافت نمودند بوسولفان40 و   mg/kg10  ،20 هايترتيب دوز كه به     مورد در سه گروه  و  كردند    دريافت مي 

ها در همه گروهها تشريح شد و جهت مطالعه آپوپتوز با كمك ميكروسـكوپ                روز بيضه  35پس از   تزريق و   صورت داخل صفاقي     هب
و با اسـتفاده از نـرم    ANOVAها با روش آماري  مه يافتهه. قرار گرفتتحت بررسي TUNEL  و روش تانلTEM  الكتروني انتقالي

  . داري در نظر گرفته شد  به عنوان سطح معني>05/0p. مقايسه قرار گرفتندمورد با يكديگر  SPSSافزار آماري 
تغييراتـي ماننـد هيپركـروم    . دوز اشكال فراساختاري آپوپتوز را در همه گروهها القـاء كـرد       به صورت تك    تزريق بوسولفان    :نتايج

هاي زايا، حـضور     هاي زايا، جدا شدن سلول     خصوص اسپرماتوگونيها، تغيير شكل هسته سلول      ههاي زايا ب    سلول  هسته شدن كناري 
هـاي    در سـلول  و اجـسام آپوپتوتيـك      هاي زايـا      لولدر س هاي مجاور، چروكيدگي سلولي، حضور واكوئل        فضاهاي بزرگ بين سلول   

. گرديـد  اوليه مـشاهده     هاي  بيشترين تغييرات فراساختاري آپوپتوز در اسپرماتوگونيها و اسپرماتوسيت       .  غالباً مشاهده شد   سرتولي
رصـد  د. دهـاي اوليـه مـشاهده ش ـ       خـصوص در اسپرماتوسـيت      هب) %77/2 ±57/0(شيوع كم و خودبخودي آپوپتوز در گروه كنترل         

بـه ترتيـب     بوسـولفان،    mg/kg20 و   10هاي تحت درمـان بـا        در گروه هاي سمينيفروس     در مقاطع عرضي لوله   هاي آپوپتوتيك    سلول
 mg/kg40هاي آپوپتوتيك در گروه تحت درمان با          سلول رصدد. دار افزايش يافت   صورت معني  هب) %23/58±32/7  و %54/23/6±09(

  . )>001/0p(افزايش داشت نيز ) %16/28±67/5(بوسولفان، 
خـصوص در   ههـاي زايـاي نـر ب ـ    ، آپوپتـوز را در سـلول  40 و mg/kg10 ،20تزريـق تـك دوز بوسـولفان در دوزهـاي            :گيري نتيجه

هـاي تحـت درمـان بـا         هـاي زايـاي نـر در گـروه         مقـدار آپوپتـوز در سـلول      . كند  اوليه القاء مي   هاي  اسپرماتوگونيها و اسپرماتوسيت  
 بوسـولفان، ممكـن     mg/kg40هاي آپوپتوتيك در گروه تحـت درمـان بـا            كاهش در مقدار سلول   . باشد ته به دوز نمي   بوسولفان، وابس 

  .باشد 10وmg/kg20هاي تحت درمان با  هاي زايا در مقايسه با گروه سلول است ناشي از كاهش بيشتر تعداد
  

  
  

  .اتوژنز، آزواسپرمي، سلول سرتولي، بيضهاسپرم، سلول زايا، آپوپتوز، شيمي درمانيبوسولفان، :  واژگانكليد
  

ـ   كيلومتر ده جاده تهران، مجتمع دانشگاهي گيلان، دانشكده پزشكي،گروه علوم تشريحي،  دكتر فهيمه محمد قاسمي:مسئول مكاتبه
  .، ايرانرشترشت، 

 parsahistolab@gmail.com: پست الكترونيك
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 زمينه و هدف
ريزي شده كـه     آپوپتوز عبارتست از مرگ سلولي برنامه     

هـم در    در مراحـل مختلـف مرفـوژنز      طبيعـي   صورت   هب
. دهـد  هاي جنيني و هم در دوره بزرگـسالي رخ مـي       بافت

هاي زاياي بيـضه      آپوپتوز در سلول   ،ها مانند ساير بافت  
 دهـد  رخ مـي   در طول مراحل زندگي و اسپرماتوژنز نيـز       

ــرات    در  .)1،2( ــد تغيي ــك مانن ــرايط پاتولوژي ــي ش برخ
گرمـا  ) p53) 3و Fas  و ليگاند  BCL2ژنتيكي مثل خانواده

مـواد  ) 4(يونيزان  تشعشعات   در معرض     قرار گرفتن  )3(
هـاي هورمـوني و فاكتورهـاي رشـد          سمي و محروميت  

   هـــاي  ژنو موتاســـيون) 3 (نهـــان بيـــضگي ) 6،5،1(
c-kit/sef) 5 (   هـاي زايـاي     ر سلول ميزان بروز آپوپتوز د

  .يابد بيضه افزايش مي
ــوز   ــد آپوپت ــه فراين ــيســلولي ك ــر  را طــي م ــد از نظ كن

 كرومــاتين  وشــود گــرد و چروكيــده مــيمورفولــوژي 
تدريج پيوسـتگي خـود      ه و غشاء هسته ب    گردد  ميمتراكم  

هـسته  ،  DNA دهد و به دليل تجزيه شدن      را از دست مي   
. شـود  مـي به چندين قطعه يـا كرومـاتين بـادي شكـسته            

 اجـسام   تحـت عنـوان   سپس سلول بـه چنـدين وزيكـول         
شــود كــه در نهايــت بوســيله   آپوپتوتيــك شكــسته مــي

هاي فاگوسـيتوزكننده و يـا سـرتولي فاگوسـيتوز           سلول
توانــد  مــيدرمــاني  داروهــاي شــيمي. )1،2،7(شــوند  مــي

 .هــاي زايــاي بيــضه القــاء نمايــد  آپوپتــوز را در ســلول
تركيبات درماني از دسته     بوسولفان يكي از عوامل شيمي    

درمـان لوسـمي    بررسـي   در  اسـت و     DNA  كننـده  الكيله
 سرطان تخمدان و همچنين در بيماراني    ،ميلوژنيك مزمن 

گيرنـد جهـت     كه تحت عمل پيوند مغز استخوان قرار مـي        
بوسـولفان  . )8،9(شـود     ميتخليه مغز استخوان استفاده     

 ر سوء بر  ثيأ داراي ت  DNAكنندگي   دليل خاصيت الكيله   هب
؛  هستند بيشتريهائي است كه داراي قدرت تقسيم        سلول

 دليل بيشترين اثر خود را روي اسپرماتوگونيها        به همين 
 تمـام اسـپرماتوگونيها     ،با وجود اين   .)10،11 (گذارند مي
همچنــين . )10( رونــد دنبــال بوســولفان از بــين نمــي هبــ

مصرف بوسولفان باعث آنومالي كروموزومي اسپرم و       
 )12(شـود    هاي كشنده غالـب در اسـپرم مـي         سيونموتا

 منجر به ايجاد اخـتلال     باردارهاي   خانممصرف دارو در    
هــاي ســوماتيك و  گنادهــا و كــاهش ســلولعملكــرد در 

ــي   ــوزادان مـ ــضه در نـ ــاي بيـ ــود زايـ در  .)13،14 (شـ
 درمــان تركيبــي ،هــاي انجــام شــده در انــسان بررســي

اهش فعاليـت   بوسولفان همراه با سيلكوفسفامايد باعث ك     
 . )15،16 (شود گنادها و اختلالات آندوكريني مي

هـاي اخيـر     خـصوص در سـال      بهاستفاده از بوسولفان    
 جهــت القــاء آزواســپرمي قبــل از پيونــد هعمــدطــور  بــه

هـاي مختلـف     هاي زايا بـه داخـل بيـضه در گونـه           سلول
اساس مطالعات   بر. )17،18(حيواني صورت گرفته است     

Boujrad  و 1995 در سـال Howel درمــان بــا 2001 در 
هـاي   بوسولفان و سيكلوفسفامايد مقـادير گنـادوتروپين      

FSH و LH19،20 (دهد  را افزايش مي .(  
-عليــرغم اينكــه مطالعــات متعــددي از نظــر هيــستوپاتو

 ولـي   ،لوژيكي در ارتباط با بوسولفان انجام شـده اسـت         
مطالعات كمي در ارتباط با مكانيسم اثـر بوسـولفان بـر            

يكـي   رسد به نظر مي   .وجود دارد هاي زايا    يب سلول تخر
 هـاي زايـا    ي كه بوسولفان باعث تخريب سـلول      يها از راه 
 در  ة موجـود   تنهـا مطالع ـ    و القاء آپوپتوز است   شود، مي

 اسـت   2004 و همكاران در سال      Choi اين زمينه مطالعه  
ــشان داد بوســولفان در دوز   ــد   مــيmg/kg40كــه ن توان

 Choi). 9(  بيضه موش القـاء نمايـد      اثرات آپوپتوز را در   
ك دوز بــالاي بوســولفان يعنــي تــدر مطالعــه خــود اثــر 

mg/kg40   هـاي مختلـف بـر بيـضه ارزيـابي            را در زمان
 در مطالعـــه خـــود ارزيـــابي   Choiهرچنـــد . نمـــود

  .را انجام نداد هاي زايا فراساختاري سلول
يكي ديگـر از ابزارهـايي       1انتقاليميكروسكوپ الكتروني   

توانـد   هاي آپوپتوتيك مـي    ه جهت تشخيص سلول   است ك 
هـاي   رسـد كـه در بـين روش        به كار رود و به نظـر مـي        

مورفولوژيــك تــشخيص آپوپتــوز بــا ميكروســكوپ     
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باشـد زيـرا كـه      ومرجـع   اسـتاندارد   عنـوان     بـه الكتروني  
ــي ــف     م ــل مختل ــك را در مراح ــسام آپوپتوتي ــد اج توان

ايـن  از  هدف ).7(پيشرفت آپوپتوز در سلولها نشان دهد  
 تغييــرات فراســاختاري و همچنــين   بررســيمطالعــه 

دنبـال مـصرف دوزهـاي       ههاي زايـا ب ـ    آپوپتوتيك سلول 
 در بيـــضه )10 و 20 وmg/kg40(مختلـــف بوســـولفان 

  . بودهاي بالغ  موش
  

   بررسيروش
 NMRI هفتـه نـژاد      8بالغ  نر   موش   32در اين مطالعه از     

)  ايران -كرج( حيوانات از موسسه رازي      .گرديداستفاده  
هـاي    هفتـه در قفـس     2خريداري و جهت تطابق با محيط       

خود با دسترسي آزاد بـه آب و غـذا و شـرايط محيطـي          
  گروه 4پس از آن حيوانات به      . استاندارد نگهداري شدند  

 گروه  هاي  به موش .  تقسيم شدند  )سر موش  8هر گروه   (
بـه صـورت   ) ml5/0 DMSO 2% )Sigma, USAكنتـرل  

هــاي  بــه مــوشدر حاليكــه د؛ درون صــفاقي ترزيــق شــ
  و mg/kg40 چهارم به ترتيب دوز    هاي دوم، سوم،   گروه

صـورت داخــل   هبــ) Sigma, USA( بوسـولفان  10 و 20
بوسـولفان از   شـدن   حـل   منظـور     بـه .  شد ريقي تز قصفا

DMSO گرديــد  و آب مقطــر بــا حجــم يكــسان اســتفاده
)22،21.(   

 35 با توجه به اينكه سيكل كامل اسپرماتوژنز در مـوش         
 همـه   ، لـذا پـنج هفتـه پـس از درمـان           ؛كشد روز طول مي  

ــه     ــت مطالع ــا جه ــضه آنه ــدند و بي ــشته ش ــات ك حيوان
 از بــدن ميكروســكوپ الكترونــي و ايمونوهيــستوشيمي

بدين ترتيب كه بيـضه چـپ جهـت مطالعـه           . خارج گرديد 
ميكروسكوپ الكتروني و بيضه راست جهت مطالعـه بـا          

جهـت  . ر گرفـت  مـورد اسـتفاده قـرا     ميكروسكوپ نوري   
الكتروني، از محلول   ميكروسكوپ  ثبوت اوليه بافت براي     

و  )ProSciTech, AuStralia% (5/2تركيبي گلوتارآلدئيد 
اســتفاده شــد و ) Merck, Germany(% 4 پارافرمالدئيــد

در فرمـالين    هـا  جهت مطالعه ايمونوهيستوشيمي، نمونـه    

 حيـوان در  دو درمـان  رونـد طـي   .  شـدند  ثابت% 10بافر  
ــر ــا  گ ــان ب ــد و از  mg/kg40وه تحــت درم ــين رفتن  از ب

  . مطالعات آماري حذف گرديدند
ــي   ــكوپ الكترون ــافتي ميكروس ــاژ ب ــه: پاس ــا نمون در  ه

 انكوبــه C4°دمــاي شــب در در طــول فيكــساتيو اوليــه 
شستـشو  ) M2/0 )4/7=pHپس با فسفات بـافر      س. شدند

 از اسـميوم    ،جهـت ثبـوت ثانويـه بافـت        .صورت گرفـت  
به مدت دو ساعت اسـتفاده   )TAAB, UK (%2 تتراكسيد

 پس از شستشو، مراحل دهيدراسيون بافتي با استفاده و
 رزيـن  اپوكـسي    ازو  از الكل با درجات صـعودي انجـام         

)Araldite, Australia(پـس  .  جهت قالبگيري استفاده شد
 .دگردي ـ مرحلـه انجـام      2پليمريزاسيون در    از قالبگيري، 

در  سـاعت    24بـراي مـدت     هاي حـاوي نمونـه       قالبابتدا  
 48بــراي  C60°آون در  و ســپس C40°بــا دمــاي آون 

ــاعت  ــد س ــه گردي ــر انكوب ــافتي از   .ديگ ــرش ب ــت ب جه
 .استفاده شـد ) Reichert-Jung Austria(اولتراميكروتوم 

ــا nm500هــاي نيمــه نــازك  ابتــدا بــرش  و پــس از آن ب
 نـانومتري   100 هـاي نـازك    استفاده از تيغه الماس برش    

آميزي از اورانيل استات و سـيترات        جهت رنگ . تهيه شد 
 906 مـدل    TEMسپس گريدها بـا      ،گرديدسرب استفاده   

)Leo, Germany ( با ولتاژKV100  مورد ارزيابي قـرار ،
  . شدبرداري عكسهاي مورد نظر   و از قسمتندگرفت

ــستوشيمي ــه ايمونوهي ــافتي در  : مطالع ــوت ب ــس از ثب پ
 پاسـاژ بـافتي     مراحـل   سـاعت،  48به مدت   % 10فرمالين  

 و  شـده ها در پارافين قـالبگيري       سپس نمونه  .ادامه يافت 
 ,Leitz( پــس از آن بــا اســتفاده از ميكروتــوم دوار   

Germany (هاي   برشμm3    برداشـت  منظـور     و بـه   تهيـه
 دقيقـه   15از گزيلن به مدت     دو بار    ،پارافين اضافي بافت  

 مراحل هيدراسـيون در الكـل بـا         پس از آن   .استفاده شد 
 و  PBSپس از شستـشو در       .گرديد انجام   نزوليات  درج

جهـت  .  آغـاز شـد    TUNEL  ارزيـابي  ،خشك شدن لامها  
ــصي    ــت تشخي ــل از كي ــايش تان ــام آزم  ,Roche (انج

Germany(   جلـوگيري از    به منظور   ابتدا .دگردي استفاده 
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از  هـاي آنـدوژن،    بروز واكنش محلول تانل بـا پـروتئين       
 در Merck, Germany( 3/0% (پراكـــسيد هيـــدروژن 

 K بافت با پروتئينـاز      در مرحله بعد   .متانول استفاده شد  
)Roche, Germany(    به مدت نـيم سـاعت در انكوبـاتور 

°C37    از شستـشو بـا     پـس    .شـد  قرار داده PBS  ،μl 50 
 .دگردي ـمخلوط تانل به مدت نيم ساعت به بافـت اضـافه            

و ) POD )Roche, Germany نمونه بـا  ،در مراحل بعدي
انكوبـه  ) DAB )Roche, Germanyبستراي  سوسپس با

آميزي زمينه از تولوئيـدين بلـو اسـتفاده          جهت رنگ . شد
 ,Ziess(اسـلايدها بـا ميكروسـكوپ نـوري     سـپس  . شد

Germany (  هـاي آپوپتوتيـك بـه      سـلول شدند كهمطالعه
ــوه  ــگ قه ــلول  رن ــاير س ــك   اي و س ــر آپوپتوتي ــاي غي ه

سـتفاده از   بـا ا  . را نـشان دادنـد    ) آبي( آميزي زمينه  رنگ
 40اي در   هـاي قهـوه    ميكروسكوپ نـوري، تعـداد سـلول      

 بـر   وساز در هر حيوان شمارش       مقطع عرضي لوله مني   
آپوپتوتيـك و   (هاي موجود در هـر لولـه         تعداد كل سلول  
صـورت درصـد     هدر نهايـت  ب ـ     تقسيم و ) غيرآپوپتوتيك

  ).23 (بيان شد
هـا بـا     به منظور مقايسه آمـاري، يافتـه       :آناليزهاي آماري 

 و آزمون واريـانس يكطرفـه       SPSSاستفاده از نرم افزار     
صورت ميانگين و انحراف معيار      هها ب  يافته. دشدنتحليل  

جهت ارزيـابي  . دار تلقي شد معني ≥05/0pبيان و مقادير   
  .دار بين گروهها از تست توكي استفاده شد تفاوت معني

  
  نتايج 

ايـه تكيـه    در گروه كنترل اسپرماتوگونيها روي غشاي پ      
داشـــتند و داراي هـــسته گـــرد تـــا بيـــضوي شـــكل و 

داراي هـستك مركـزي و      همچنـين   يوكروماتين بودند و    
اندكي هترو كرومـاتين كنـاري بودنـد و در مقايـسه بـا              

ــود   ــر ب ــسته بزرگت ــايز ه ــا و . سيتوپلاســم س ريبوزمه
دســتجات شــبكه آندوپلاســمي و دســتگاه گلــژي در     

ت ديگـر آنهـا    از مشخـصا .سيتوپلاسم قابل رويـت بـود   
 .)الـف  -1شـكل (هاي تيره به تعداد كـم بـود           ميتوكندري

ــا  اسپرماتوســيت ــه ب ــدازههــاي اولي  بزرگتــر و محــل ان
 هسته گرد آنهـا در    كه قابل تشخيص بود      آنها قرارگيري

 اغلـــب .دبــو  مـــشاهده قابــل مراحــل مختلــف ميـــوز   
هــاي اوليــه بــالاتر از اســپرماتوگونيها و  اسپرماتوســيت

هـاي    مگر اسپرماتوسيت  ،قرار داشتند من  تر به لو    نزديك
اوليه مرحله لپتوتن يا پره لپتوتن كـه آنهـا نيـز در كنـار               

و اسپرماتوگونيها و بـر روي غـشاء پايـه تكيـه داشـتند            
 توسـعه   داراي شبكه آندوپلاسمي نسبتاً   آنها  طور كلي    هب

يافته و همچنين دستگاه گلژي در سيتوپلاسم خودبودند        

، سـلول ميوئيـد     )SN(هـسته سـلول سـرتولي        .توميكروگراف الكتروني از اپيتليوم ژرمينال در موش كنترل       فو: الف ـ1شكل  
)M( غــشاء پايــه ،)Bm( اســپرماتوگوني ،)Sg(اسپرماتوســيت اوليــه ، )Ps(اســپرماتيد گــرد، )Rs( آكــروزوم در حــال تكامــل،
)A(   دستگاه گلژي،)G.(لپتوتن در موش  اسپرماتوسيت اوليه مرحله پره    از فوتوميكروگراف الكتروني : ب،  × 2100ي  يبزرگنما

    توسعه يافته، و پروفايلهاي شبكه آندوپلاسمي نسبتاً)m(، ميتوكندري روشن )n(، هستك )N(به هسته گرد و منظم . رلـكنت
 .×2750بزرگنمائي . توجه نمائيد) M(يد يول ميوـه سلـمنظم و هست) Bm(، و حضور سلول بر روي غشاء پايه )پيكان(
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 داراي تعـداد بيـشتري      ،ماتوگونيهامقايسه با اسـپر    و در 
ــد   ــدري روشــن بودن ــه  ). ب-1شــكل(ميتوكن ــشاء پاي غ

مـشهود  صورت كاملاً منظم در دو لايه تيره و روشن           هب
ميوئيد با هاي كشيده  و در خارج از غشاء پايه سلولبود 

ــاري    ــاتين كن ــاتين و هتروكروم ــزرگ يوكروم ــسته ب ه
 ،ي ميوئيـد  هـا  در هر طرف سلول   . شدند پراكنده ديده مي  

  ). الف و ب-1شكل ( هاي كلاژن قابل رويت بودند رشته
هاي  اسپرماتيدهاي جوان گرد كوچكتر از اسپرماتوسيت     

و اغلب و در مقايسه با آنها به لومن نزديكتر  اوليه بودند
آنها گرد بودند ولي در اغلـب مـوارد بـدليل نزديكـي بـه               

ن سـولها    اي ـ .فتنـد گر ميبه خود   يكديگر حالت چندوجهي    
داراي هــسته گــرد بــزرگ و نوكلئوپلاســم يكنواخــت و  

سيتوپلاسم وسيع آنها حاوي    همچنين  . يوكرماتين بودند 
هاي كوتاه با فـضاي داخلـي نـسبتاً گـشاد و             ميتوكندري

اي شكل شبكه    هاي لوله  تعداد زيادي ريبوزوم و پروفايل    
يا دستگاه گلـژي كـاملاً تكامـل يافتـه در            آندوپلاسمي و 

ــكل  ــا   : الـــف -2شـ ــان بـ ــال در مـــوش تحـــت درمـ ــوم ژرمينـ ــي از اپيتليـ ــوميكروگراف الكترونـ ــولفانmg/kg10فوتـ .  بوسـ
نيز فضاي بـين سـلولها      (*)  ها و ستاره  دهند شدن هسته را نشان مي      دفرمه پيكانها ،)Ps(،اسپرماتوسيت اوليه )Sg(اسپرماتوگوني

 mg/kg10توميكروگراف الكترونـي از اپيتليـوم ژرمينـال در مـوش تحـت درمـان بـا            فو: ب،  × 2100 ييبزرگنما. دهند را نشان مي  
  ، )Er(، شبكه آندوپلاسمي )Ph(اگوزوم ـو ف) V(زرگ و زياد ـور واكوئلهاي بـبه حض ،)Ps( وسيت اوليهـرماتـاسپ .ولفانـوسـب

 .× 2704ي  يبزرگنما. در داخل سيتوپلاسم سلول سرتولي توجه شود) m( وكندريـميت

پيكـان  (به كروماتين كناري هتروكروماتين نعـل اسـبي شـكل     . بوسولفانmg/kg20فوتوميكروگراف الكتروني از سلول اسپرماتوگوني در موش تحت درمان با         :  الف ـ3شكل  
ي يبزرگنمـا . توجـه نمائيـد   ) M(د  ـي ـوئـول مي ـن سل ـ ـه و همچني ـ  ـاي ــاء پ ـبه افزايش ضخامت غش   . دهند پيكانهاي باريكتر مواج بودن غشاء پايه را نشان مي         .يديتوجه نما  )توپر

هـاي   ، پيكانهـا سـلول    )n(، هـستك    )SN(هـسته سـلول سـرتولي       .  بوسـولفان  mg/kg20فوتوميكروگراف الكتروني از اپيتليوم ژرمينال در موش تحـت درمـان بـا              : ب،  × 2750
 ييبزرگنمـا . دهنـد  شـوند را نـشان مـي       سم  و چروكيدگي سلولها، مشخص مي      آپوپتوتيك در مراحل پيشرفته كه با متراكم شدن كامل كروماتين و ناپديدشدن اجزاء سيتوپلا             

  پيكان يك . يديدقت نما (*) به حضور واكوئلهاي بزرگ.  بوسولفانmg/kg20سيتوپلاسم سلول سرتولي در موش تحت درمان با  وتوميكروگراف الكتروني ازـف: ج، ×6700
 .×10000ييبزرگنما .دهد نشان مي  شده است،جسم اپوپتوتيك راكه توسط سلول سرتولي در بر گرفته
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اسـپرماتيدها در    ). الـف  -1شـكل   (  هسته بودند  مجاورت
مراحل مختلف اسـپرميوژنز قابـل رويـت بودنـد بهمـين            

بود دليل شكل هسته و اكرزوم در مراحل مختلف تكامل          
 و در نهايت اسـپرماتيدهاي دراز شـده بـا هـسته كـاملاً             

متراكم خود كـه بـر روي آن اكـرزوم كـشيده             كشيده و 
كه ناحيه لومن لوله با فلاژل مخصوص خود      شده بود و  
  . شدند كرد ديده مي را پر مي

در گـروه   بـه ويـژه     در گروه تحت درمان با بوسـولفان        
تليــوم  هــاي اپــي ســلول mg/kg40دوز تحــت درمــان بــا 

   .ژرمينال از بين رفته بودند
ــا   در ــه ب ــروه دوم ك ــد  mg/kg 10گ ــان شــده بودن  درم

هــاي اســپرماتوگوني بــرروي غــشاء پايــه قــرار   ســلول
شتند و داراي هسته هيپركروم در مقايـسه بـا كنتـرل            دا

هــاي  بودنــد ضــمن اينكــه فــضاهائي بــين آنهــا و ســلول
تليـوم ژرمينـال     در داخـل اپـي    . مجاورشان وجود داشت  

 از بـين رفـتن      اغلب حاصـل  شد كه    هائي ديده مي   واكوئل
هـاي زايـاي ديگـر       ساير سلول  .ژرمينال است هاي   سلول

در مقايـسه   يافته و كم رنگ     تغيير شكل   نيز داراي هسته    
   . از علائم اوليه آپوپتوز باشد     دتوان با كنترل بودند كه مي    

 هــاي در داخــل سيتوپلاســم ســلول ســرتولي فاگوســيت

چنـدين واكوئـل و تعـداد       . شـد  حاوي ارگانل مشاهده مي   
زيــادي ميتوكنــدري تيــره و كوتــاه نيــز در سيتوپلاســم 

لـف و    ا -2شـكل   ( دوش ـ هاي سرتولي مشاهده مي    سلول
هاي مجـاور نـسبتاً از هـم         هرچند كه اسپرماتوگوني  ). ب

هاي سرتولي در تماس نزديك       ولي سلول  استجدا شده   
 هـسته   ،از ديگـر علائـم آپوپتـوز       .نـد با يكديگر قـرار داد    

هـاي   سـلول بـه ويـژه     هاي زايـا     هيپركروم كناري سلول  
-3شـكل    (اسـت اسپرماتوگوني و اسپرماتوسيت اوليـه      

  ). الف
عـلاوه بـر     بوسولفان   mg/kg20 حت درمان با  در گروه ت  

رسـد تعـداد     اينكه ضخامت اپي تليوم كمتر بـه نظـر مـي          
ــشتري ســلول ــز در ضــخامت    بي ــره شــده ني ــاي دژن ه

صـورت هـسته كـاملاً متـراكم، سيتوپلاسـم           هتليوم ب  اپي
و در برخـي مـوارد      وجود داشـت    دژنره شده و متراكم     

 انـدازه هسته به چند قطعـه تقـسيم شـده بـود و در كـل                
طـور واضـح كـاهش يافتـه         هسلول بدليل چروكيـدگي، ب ـ    

هـاي   در سيتوپلاسم برخـي از سـلول       ).ب-3شكل(است  
ــز مــشاهده مــي   د وشــ ســرتولي اجــسام آپوپتوتيــك ني

  ). ج -3شكل(

هـسته سـلول    .  بوسـولفان  mg/kg40فوتوميكروگراف الكتروني از اپيتليوم ژرمينال در موش تحت درمان بـا            :  الف ـ4شكل  
ساز با كروماتين    ، به حضور سلولهاي آپوپتوتيك در داخل لومن لوله مني         )Sc( توپلاسم سلول سرتولي  ، سي )SN(سرتولي  

 6000ي    يبزرگنما. يدي، توجه نما  )پيكان(و تجمع ارگانها در يك نقطه مقابل هسته         ) ∗(، واكوئلهاي داخل سلولي     )Cc(متراكم  
سيتوپلاسـم سـلول   .  بوسـولفان mg/kg40موش تحت درمـان بـا   فوتوميكروگراف الكتروني از اپيتليوم ژرمينال در       : ب ،   ×

  موجود در غشاء  )c( به ضخيم شدن و افزايش ميزان كلاژن. دهند پيكانها مواج بودن غشاء پايه را نشان مي ،)Sc( سرتولي
 .×4646ي يبزرگنما. يديتوجه نما )M(يد يدار سلول ميو پايه و همچنين به هسته دندانه
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هـا بـه     در برخي لوله   mg/kg 40در گروه تحت درمان با      
هـاي زايـا از بـين رفتـه بودنـد و فقـط            طور كلـي سـلول    

ــسته ــاي غـ ـ ه ــسته   ه ــدادي ه ــرتولي و تع ــر س ول پيك
اغلـب   .خـورد  اسپرماتوگوني بسيار پراكنده به چشم مي     

ــشان    ــود ن ــك را از خ ــم اپوپتوتي ــپرماتوگونيها علائ اس
دادند هرچنـد كـه تعـدادي از آنهـا نيـز بـدون علائـم                 مي

 ضـمن   .شـدند   در لوله مني ساز مشاهده مي      ندژنره شد 
من لولـه   اين كه تعدادي سلول دژنـره نيـز در داخـل لـو            

هـاي   شد و در سيتوپلاسـم سـلول       سمينيفروس ديده مي  
كمتر فاگوزوم و يا اجسام آپوپتوتيك ديـده        سرتولي نيز 

هـايي كـه     و در آن دسته از لوله      ) الف -4شكل  (د  وش مي
 اتـصالات محكـم بـين       ردفقط سلول سـرتولي وجـود دا      

ــلول ــي    س ــده م ــه وضــوح دي ــرتولي ب ــاي س ــ ه د و وش
هـا   در تمام لولـه  ت وسيعي   صور هسيتوپلاسم سرتولي ب  

صورت  ه ضمن اينكه غشاء پايه كاملاً ب      است؛پخش شده   
تر به نظـر      و در مقايسه با كنترل ضخيم      بودهمواج ديده   

هــاي ميوئيــد نيــز بــه نظــر كوتــاهتر   ســلول. رســيد مــي
رسيدند و سطح برخي از آنها بر خلاف گروه كنتـرل            مي

شـدند   دار مـشاهده مـي     صورت دندانـه   هكه صاف بود، ب   
  ).ب-4شكل(

ــا روش ارزيـــابي در  :TUNEL  ايمونوهيـــستوشيمي بـ
 تعــداد ،ارزيـابي ميكروســكوپي نـوري در گــروه كنتـرل   

ــلول ــاي  س ــسته ــت داراي ت ــه  مثب ــگ ب ــوهرن اي و  قه
هـا هـيچ گونـه       در برخـي لولـه    . صورت پراكنده بودند   هب

اي  هـاي قهـوه   تمـام سـلول  . شد سلول مثبت مشاهده نمي  
هـاي   ا بودنـد و هـيچ يـك از سـلول          هـاي زاي ـ   جزء سلول 

ســرتولي يــا ليــديگ و ميوئيــد بــه صــورت مثبــت رنــگ 
داد كـه    نـشان مـي   ايـن حالـت     عبـارت ديگـر      هب ـ. نگرفتند
هـــاي زايـــا دچـــار فراينـــد آپوپتـــوز در طـــي   ســـلول

هـاي زايـا     آپوپتوز سـلول  . شوند اسپرماتوژنز نرمال مي  
هــاي  در گــروه كنتــرل بــسيار كــم بــود و عمــدتاً ســلول

هاي ديگـر    سلول. گرفت ماتوسيت اوليه را در بر مي     اسپر
  ). 5 شكل( بودند TUNELداراي نتايج مثبت بندرت 

هــاي  تمــامي گــروههــاي آپوپتوتيــك در  درصــد ســلول
ــا كنتــرل  صــورت معنــي آزمــايش، بــه دار در مقايــسه ب

قابـل توجـه    نكتـه   ). 1جدول  (،  )≥001/0p(افزايش داشت   
ــم م   ــه علائـ ــد كـ ــه هرچنـ ــكواينكـ ــب رفولوژيـ  تخريـ

ــا      ــان ب ــت درم ــروه تح ــپرماتوژنز در گ  mg/kg 40اس
ــه نظــر مــي بوســولفان  ــي درصــد  شــديدتر ب رســيد ول

هـاي   هاي زاياي آپوپتوتيـك در مقايـسه بـا گـروه           سلول

 فوتوميكروگراف ميكروسكوپ نوري از بافت بيضه در مـوش          -5شكل  
اي رنگ كه با پيكان      به تعداد كم سلولهاي زاياي آپوپتوتيك قهوه      . كنترل

) le(هاي ليـديگ   در بافت بينابيني به سلول    . نمائيد اند توجه  مشخص شده 
 .×200ي يبلو،بزرگنما ميزي تانل، رنگ زمينه تولوئيدينآ رنگ.يدينما توجه

تحت درمان   فوتوميكروگراف ميكروسكوپ نوري از بافت بيضه در موش          -6شكل  
  رنـگ اي    هاي زاياي آپوپتوتيك قهـوه      نمايانگر سلول  هاپيكان.  بوسولفان mg/kg40با  
لول اند تقريباً فاقد س ـ     كه با علامت ستاره مشخص شده     ) ∗(ها    برخي لوله . باشند  مي

در بافـت   . شـود   هـاي سـرتولي در آنهـا ديـده مـي            زايا هستند و تنها هـسته سـلول       
  آميزي تانل رنگ. توجه نماييد) Bv(و عروق خوني) le(هاي ليديگ  بينابيني به سلول

 .×200ي يبزرگنما رنگ زمينه تولوئيدين بلو، 

  ساز موش بالغ بدنبال درمان با بوسولفان هاي مني هاي آپوپتوتيك در لوله  درصد سلول-1جدول 
  شاخص مطالعه  )M±SD(هاي آزمايشي  گروه

  mg/kg10  mg/kg20  mg/kg40  كنترل
درصد سلولهاي 

  آپوپتوتيك
57/0±77/2  2/7±23/58∗  23/6±09/54∗  67/5±16/28∗  

  ∗p< 05/0  
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كمتــر بــود بوســولفان  10و  mg/kg20تحــت درمــان بــا 
)01/0p≤.(  هـاي   هاي آزمايشي نيز فقـط سـلول       در گروه

   .شدند  ميمشاهدهصورت آپوپتوتيك  هزايا ب
  

  بحث
عنـوان يكـي از داروهـاي        هدر اين مطالعه از بوسولفان ب     

 اســتفاده شــد كــه در برخــي DNAكننــده  گــروه آلكيلــه
بيماران مبـتلا بـه سـرطان خـون و قبـل از پيونـد مغـز                 

 اين مطالعه نـشان     .گيرد استخوان مورد استفاده قرار مي    
  10 و 20 و mg/kg40داد كــه بوســولفان در دوزهــاي   

در مـوش   هـاي اسـپرماتوگوني      بين رفتن سلول    از باعث
 هرچند حتـي در دوز بـالا باعـث از بـين رفـتن               ؛شود مي

احتمالاً باقي ماندن اسـپرماتوگونيها     . شود تمام آنها نمي  
باشـد  مورد  تواند دليلي بر اين      ميزياد  حتي در دوزهاي    

مـدتي بـا تقـسيم خـود         توانند پـس از    ميكه اين سلولها    
در . سـاز ايجـاد نماينـد      ي را در لوله مني    هاي زاياي  سلول

 هـــاي ســـلول دنبـــال تجـــويز بوســـولفان هموشـــها بـــ
اي از سلولها    توانند مجموعه  اسپرماتوگوني باقيمانده مي  

  هـاي ديگـر      بـه سـلول   تواننـد     نمـي  ولـي را تشكيل دهنـد     
  ). 10(يابند تمايز 

تليـوم ژرمينـال     در ضـخامت اپـي    هـايي     مشاهده واكوئل 
. هـاي زايـا باشـند      از بـين رفـتن سـلول      حاصل  تواند   مي

ــين  ــا اشــعه ) 24(درمــان باســيس پلات ) 25(و درمــان ب
تواننــد باعــث ايجــاد واكوئــل در  طــور مــشابهي مــي هبــ

   .دنتليوم ژرمينال شو ضخامت اپي
ايــن مطالعــه نــشان داد كــه در گــروه تحــت درمــان بــا  

mg/kg10هــاي اســپرماتوگوني و ســرتولي   بــين ســلول
 نـشاندهنده از دسـت دادن       آيد كه   مي وجودبه  فضاهائي  

عنــوان يكــي از علائــم اســت كــه بــه اتــصالات ســلولي 
ــره ــوز مطــرح  پ ــه   .اســتآپوپت ــن زمين ــا اي ــاط ب در ارتب

ــشان دادهIn Vitroآزمايــشات  ــين    ن ــد كــه اتــصال ب ان
 زايا باعث افزايش بقـاء سـلول زايـا          ـ   سرتولي هاي  سلول

 نقش  1ندهاي خارجي سلولي بافت همب      پروتئينشود و  مي
مهمي در برقراري اتصالات بين سلول سـرتولي و زايـا           

علاوه بر ايجاد فضا     mg/kg 10 در گروه    .)27،26( دارند
 يها هاي اسپرماتوگوني، هسته اسپرماتوگوني    بين سلول 

ضمن اين كه هتروكروماتين كناري نيز بيشتر تر    پر رنگ 
هاي آزمايـشي ديگـر نيـز بـه           اين علامت در گروه     و بود
توانـد   ايـن علامـت مـي     . شـد  ان بيـشتر مـشاهده مـي      ميز
عنـوان مرحلـه اوليـه آپوپتـوز اسـپرماتوگوني مطـرح           هب

 1998 در سال    Allan با مطالعات    ة حاضر باشد و مطالع  
تغييـر  ). 29،28( همـاهنگي دارد   2006 در سال      Ateeqو  

 اسپرماتوسيتها  ويژه  بههاي زايا     هسته ساير سلول   شكل
در  .يراتي در اسـكلت هـسته باشـد       تواند ناشي از تغي    مي

اسـكلت  هـاي   تائيد اين يافتـه كليـه تغييـرات در پـروتئين        
عنـوان يكـي از      ه ب ـ نيـز  هسته   لاميناهايو تجزيه   سلولي  

  ).30(باشد  ميعوامل القاء كننده آبشار آپوپتوز مطرح 
و  mg/kg40يعني در دوزهاي    بوسولفان  با افزايش دوز    

سـم و وجـود واكوئـل        تراكم شديد هسته و سيتوپلا     ،20
خورد كه ايـن علائـم نيـز         داخل سيتوپلاسم به چشم مي    

اســت تــر آپوپتــوز مطــرح  پيــشرفتهعنــوان درجــات  بــه
ــروه  ). 29،28( ــين در گ ــسبتاً  ،mg/kg 40همچن ــداد ن  تع

زيادي از سلولها داراي هسته كاملاً متراكم و نعل اسبي          
هـاي    ضـمن اينكـه ارگانـل      بودنـد؛ شكل و داراي واكوئل     

 وخــورد  لي در نقطــه مقابــل هــسته بــه چــشم مــيســلو
عنـوان مرحلـه     هتواند ب ـ   نيز مي  Allanبراساس مطالعات   

 همچنــين وجــود .)28(پيــشرفته آپوپتــوز مطــرح شــود 
اجسام آپوپتوتيك در داخـل سيتوپلاسـم سـرتولي نيـز           

 تواند از علائم آپوپتوز باشـد كـه بـه طـور مـشابهي              مي
Print و Francavilla ــسا ــن اجـ ــز ايـ ــل  نيـ م را در داخـ

در ايـن مطالعـه بـه       . )31،32(انـد    سرتولي گزارش نموده  
 ميزان فاگوزومها و    mg/kg40رسيد كه در گروه      نظر مي 

هـاي   اجسام آپوپتوتيك داخـل سـرتولي كمتـر از گـروه          
ضـمن ايـن كـه در گـروه چهـارم           . آزمايش ديگـر باشـد    

                                                 
1- Co-adherents 
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هاي زايايي كه دچار تغييـرات تخريبـي         تعدادي از سلول  
هاي  سلولدر داخل سيتوپلاسم   به جاي آنكه    د  شده بودن 
. شـوند    در داخل لومن مـشاهده مـي       ديده شوند  سرتولي

ثير سـوء   أرسد كه بوسولفان داراي ت     بنابراين به نظر مي   
دليـل عـدم    هد و احتمالاً ب  وروي كاركرد سلول سرتولي ب    

هاي زايـاي    توانند سلول  اين سلولها نمي   مناسب،عملكرد  
 وبي تشخيص داده و فاگوسيت نماينـد خ هآپوپتوتيك را ب 

 موجــود در 1 ويمنتــينهــاي رشــتهدر رتهــا ) 34،33(
ــلول ــداري    سـ ــي در نگهـ ــش مهمـ ــرتولي نقـ ــاي سـ هـ

  نيفـروس دارنـد و      هاي لوله سـمي    اسپرماتوژنز و سلول  
ويمنيتين بـا اخـتلالات و      پروتئين  هرگونه تغيير در بيان     

ــراه اســت  ــ.تخريــب اســپرماتوژنز هم ــب  ه ب همــين ترتي
Kopecky    نشان داد بوسولفان كه باعـث       2005 در سال 

شـود بـا تغييراتـي در سـلول          تخريب اسـپرماتوژنز مـي    
عبـارت ديگـر      هب ـ .سرتولي و بيان ويمنتيين همراه اسـت      

هـاي زايـا    بوسولفان نه تنهاداراي اثرات سوء بـر سـلول     
   ).35( دهد هاي سرتولي را نيز تغيير مي است بلكه سلول
كه بـا اسـتفاده از      قطعه قطعه شده     DNAنشاندار كردن   

نيز نتايج ميكروسكوپ الكتروني را تائيد  TUNELروش 
نشان داد كه درمان با بوسولفان در هـر         اين يافته    .نمود

افــزايش توانــد باعــث   مــي40 و20 و mg/kg10ســه دوز 
 گـردد ميوز و ميوتيك     پرهي  هاي زايا  القاء آپوپتوز سلول  

 از انتقال آنوماليها كه ممكن است روشي جهت جلوگيري    
مطالعـه در راسـتاي مطالعـه       اين   ).36،37(به حساب آيد    

Choi    توتيـك بوسـولفان    پپوآ بود كه اثـر      2004 در سال
را در موشها در يك وضعيت وابسته        mg/kg40در دوز   

 در )mg/kg40  (به زمان انجـام داد ضـمن ايـن كـه دوز    
يـز  تواند با مـرگ و ميـر ن        و مي است  موشها دوز بالائي    

مطالعه علاوه بر دوز    اين  در حاليكه در    ). 9( همراه باشد 
mg/kg40    از دوزهايmg/kg 20 و  شد نيز استفاده    10 و

 نيــز اثــر اپوپتوتيــك كمتــر بوســولفاندوزهــاي در ايــن 
طور مشابهي درمان با سـيس پلاتـين         هب. مشاهده گرديد 

                                                 
1- Vimentin 

 )7(دوكسوروبي سين    ،)39( و سيكلو فسفامايد   )38،24(
باعـث القـاء آپوپتـوز در       نيز  ) 7(درماني   و همچنين اشعه  

 mg/kg 40دوز  اخير   در مطالعه    .شود ميهاي زايا    سلول
بـا تـست    هـاي    نتوانست منجر به افـزايش تعـداد سـلول        

TUNEL   ــا دوزهــاي ــسه ب ــمثبــت در مقاي . ر شــودكمت
توانــد ناشــي از كــاهش بيــشتر  احتمــالاً ايــن عامــل مــي

سـاز و در نتيجـه        لوله منـي   هاي زاياي موجود در    سلول
ايـن  باشـد كـه      TUNELمثبـت   داراي  هاي   كاهش سلول 

ــا كمــك روش  ــي محققــين ب هــاي  رابطــه در مطالعــه قبل
هاي زايا نشان داده شـد        مورفومتريك و شمارش سلول   

، تعداد سلولها بـه ميـزان بيـشتري         mg/kg40كه در دوز    
ام عبارت ديگر در اين دوز، تقريباً تم ـ        يابد و به    كاهش مي 

يافته ). 21(گردند  ها فاقد اسپرماتوگوني و اسپرم مي لوله
دنبال درمان با دوزهاي بالاي سـيس پلاتـين          همشابهي ب 

دست دادن   ازحاصل  احتمالاً  كه  ) 37(گزارش شده است    
  ). 40،37(است  در دوزهاي بالاتر DNAبيشتر قطعات 

ــن در  ــد اي ــه عم ــلولهمطالع ــپرماتوگوني و    س ــاي اس ه
.  اوليه مشخصات آپوپتوز را نشان دادنـد       اسپرماتوسيت

 روي  هعمـد طـور     بـه با توجه به ايـن كـه عوامـل آلكيلـه            
ــاثير مــي  ســلول ــا قــدرت تقــسيم بــالا ت ــد هــاي ب  ،گذران
خـصوص اسـپرماتوگوني     ههاي اسپرماتوژنيك ب ـ   سلول

باشـد   مـي هدف مهمي براي بوسولفان و عوامـل مـشابه      
ــلول  ). 41،40،9( ــف س ــواع مختل ــين ان ــاي  همچن ــا ه زاي

ــاوت ــات      تف ــه تحريك ــخ ب ــوجهي در پاس ــل ت ــاي قاب ه
بـراي  . )32،2(  منجر به بروز آپوپتوز دارنـد      يزا استرس

  در اسپرماتوســيتها  MAK و Pad51نمونــه ماركرهــاي 
 در اسـپرماتيدهاي گـرد   TGFß, L ماركرهـاي  حاليكهدر

دنبال درمان بـا     ه نشان داد كه ب    Choi). 9(شوند   بيان مي 
ــاي  ــولفان ماركره ــرميم  Pad51و MAK بوس ــه در ت  ك

DNAيابنــد و بنــابراين تعــداد   نقــش دارنــد كــاهش مــي
شـوند   اي كه متحمل آپوپتوز مي  هاي اوليه  اسپرماتوسيت

هاي مختلـف در      به عبارت ديگر سلول   . )9( باشد  مي زياد
يك بافت حتي در برخورد با يك ماده با دوز مـشابه، از             
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 و شـايد بـه   دهنـد  نظر بروز آپوپتوز پاسخ يكساني نمـي  
هــاي  همــين دليــل در مطالعــه حاضــر نيــز همــة ســلول 

اسپرماتوژنيك پاسخ مشابهي در برابر بوسولفان بـروز        
  .  ندادند

  

  گيري نتيجه
الكترونــي و ميكروســكوپ بــه طــور كلــي مطالعــات    

هـاي   ايمونوهيستوشيمي نشان داد كه يكـي از مكانيـسم        
پتوز  آپو ،اسپرماتوژنزبر روند   بوسولفان  اثرات تخريبي   

 10 و20 وmg/kg40بوســولفان در هــر ســه دوز . اســت
ويـژه    بـه هاي زايا،    تواند باعث القاء آپوپتوز در سلول      مي

  . اسپرماتوگوني و اسپرماتوسيت اوليه شودهاي  سلول
   باعـث   )mg/kg40 (درمان با دوزهـاي بـالاتر بوسـولفان       

  

. شــود هــاي زايــا نمــي ســلولدر القــاء بيــشتر آپوپتــوز 
ــ ــه هب ــسم هرحــال ب ــه مكاني ــه اينك ــق   توجــه ب ــاي دقي ه

شود به طور كاملاً  ميمنجر به آپوپتوز كه درماني  شيمي
همـين جهـت مطالعـات     هواضـح شـناخته نـشده اسـت ب ـ    

  .باشد  در سطح مولكولي مورد نياز ميويژه بهبيشتري 
  

  تشكر و قدرداني
با سپاس از معاونت محترم پژوهشي و مركـز تحقيقـات         

گاه علــوم پزشــكي تبريــز كــه كــاربردي داروئــي دانــش
نـين از   چهم. مين نمودند أ انجام اين تحقيق را ت     يها هزينه

ــي    ــدا اعظم ــانم آي ــركار خ ــشگاه  ،س ــناس آزماي  كارش
 جهــت همكــاري صــميمانه در ،ميكروســكوپ الكترونــي

  .شود اجراي اين طرح تشكر و قدرداني مي
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